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Resumen

Los HC y sus derivados son sustancias de alto peso molecular,
mayormente insolubles en agua, que resultan muy téxicas para los organismos
vivos. La mayoria de los microorganismos del suelo no pueden crecer en
presencia de hidrocarburos y mueren. Entre estos microorganismos afectados
estan varios de importancia ecologica, como las bacterias fijadoras de N (Achay
Fonturbel, 2000). La magnitud de afectacion por petréleo en la actividad bioldgica
del suelo, va a depender de la concentracion del contaminante y de las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo, por tanto al estudiar el impacto de este
contaminante en la actividad biolégica del suelo, se debe evaluar la textura.

Dentro del marco del proyecto Orinoco-Magna Reserva, la industria
petrolera tiene planificado realizar actividades de explotacion al sur del estado
Anzoategui. En esa zona se encuentran ecosistemas de altisima fragilidad como
morichales y bosques riberefos, los cuales se encuentran ocupando suelos de
textura variada (Chacédn et al., 2007). Tomando en cuenta este aspecto el objetivo
principal de este estudio fue evaluar los cambios en la mineralizacién de N
cuando suelos de diferentes texturas estan siendo impactados con
concentraciones basales de crudo. La informacion aqui obtenida se espera que
contribuya a disefhar estrategias de recuperacion de areas degradadas por
actividades de la industria petrolera.

En este trabajo se determind que independientemente del tipo de textura de
suelo la adicidn de niveles basales de crudo condujo a un decrecimiento en la
mineralizacién neta de N en el suelo, pero no en el No. En el suelo arcilloso la k
también decrecié a consecuencia de la adicidén de crudo. En la zona de estudio los
morichales se encuentran sobre suelos de textura arcillosa, por lo que el ciclaje
de N en el suelo en este tipo de ecosistema se veria altamente afectado ante una
posible contingencia de un derrame de crudo; por otro lado se obtuvo que el Nm
disminuyo al aumentar la proporcion de crudo empleado, y se determinaron altas y
positivas correlaciones en parametros determinados como Nmy %CT.

Palabras clave: mineralizacion, nitrégeno, crudo, suelo, textura.




Anzoategui

indice

Contenido

Introduccion
Planteamiento del problema
Objetivos
Antecedentes de la investigacion
Marco teorico
El ciclo del N en los ecosistemas terrestres
Factores que afectan el proceso de mineralizacion
de la materia organica
Factores internos
Relacion C/N
Contenido de lignina
Contenido de N
Factores externos
El pH del suelo
La humedad del suelo
Temperatura del suelo
Textura del suelo
Efecto del crudo en la actividad bioldgica e interaccion
de distintos contaminantes con el suelo
Materiales y métodos
Area de estudio
Toma de muestras
Tratamiento de las muestras
Experimento de mineralizacion de N
Determinacion de Nitroégeno total (NT) y materia

organica del suelo (MO)

Implicaciones del grado de contaminacién por crudo en la mineralizacion potencial
de nitrégeno en suelos de diferentes texturas, colectados en el sur del estado

Pag.

10
12
13
14
16
16
20

21
21
22
22
22
22
23
24
25
26

29
29
30
31
32
33



de nitrégeno en suelos de diferentes texturas, colectados en el sur del estado
Anzoategui

Analisis estadistico

Resultados y discusiones
Propiedades fisico-quimicas de los suelos
Efecto de la textura y el grado de contaminacién por crudo
en el Nitrogeno acumulado (Nm), Nitrégeno
potencialmente mineralizable (No), tasa de mineralizacion (k),
1/k
No como %NT del suelo de diferentes texturas a los distintos
tratamientos
Correlacion Nm-%CT

Conclusiones

Recomendaciones

Bibliografia

Apéndice

Implicaciones del grado de contaminacién por crudo en la mineralizacion potencial@

33
34
34
36

42

44
46
48
49
59



de nitrégeno en suelos de diferentes texturas, colectados en el sur del estado

Implicaciones del grado de contaminacién por crudo en la mineralizacion potencial@
Anzoategui

indice de tablas

Tabla Pag.
1.- Propiedades fisico-quimicas de los suelos estudiados 34
2.- No, k, 1/k para los distintos tipos de textura de suelo y en 36

los diferentes tratamientos con crudo

3.- Relacion C/N para las diferentes texturas y tratamientos con 40
Crudo
4.- No como %NT para diferentes texturas y bajo diferentes 42

tratamientos con crudo

5.- Datos de las correlaciones Nmy el %CT 44

indice de figuras

Figura Pag.
1.- Ciclo del N, 17
2.- Localizacién del area de estudio 29
3.- Mineralizacion neta acumulada para suelos de 38

diferentes texturas bajo distintos tratamientos



Implicaciones del grado de contaminacién por crudo en la mineralizacion potencial
de nitrégeno en suelos de diferentes texturas, colectados en el sur del estado
Anzoategui

Introduccioén

El suelo es una parte fundamental de los ecosistemas terrestres. Contiene
agua y elementos nutritivos que los seres vivos utilizan. En el se apoyan y nutren
las plantas en su crecimiento y condiciona, por tanto, todo el desarrollo del

ecosistema.

En el suelo, existen dos clases importantes de compuestos de nitrogeno
(N): nitrégeno organico, presente en las proteinas, aminoacidos, y urea,
incluyendo al nitrégeno encontrado dentro de organismos vivos y de tejidos finos
de la planta que decaen y animales; y el nitrégeno inorganico, el cual incluye al

amonio (NH4"), los nitritos (NO2) y el nitrato (NO3z") (Trautmann et al., 1990).

El suelo normalmente muestra salidas y entradas constantes de nutrientes y
elementos o complejos transformados de dichos nutrientes y elementos. En el
caso del N durante el proceso de mineralizacion los microorganismos del suelo
transforman los compuestos organicos de N, hidrolizandolos a formas inorganicas
simples como N-NOs; y N-NH;*, que son mas facilmente asimilables por las
plantas y microorganismos. Estos utilizan estas formas de N en su crecimiento,
principalmente en la sintesis de proteinas (Kelly y Stevenson, 1987). Madrid et al.
(2001) senalan que en el caso de los microorganismos, este fendbmeno es
denominado inmovilizacion. Este dinamico sistema ha sido descrito como un

equilibrio de mineralizacidon-inmovilizacién (Jansson y Persson, 1982).

El proceso de mineralizacion de la materia organica esta afectado por una
serie de factores, los cuales Fassbender (1980) ha dividido en dos tipos: internos y
externos. Los factores internos estan relacionados con los restos animales y
vegetales que son mineralizados y humificados; y los factores externos, con las

caracteristicas del medio en el cual ocurren dichos procesos.
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Los hidrocarburos y sus derivados son sustancias de alto peso molecular,
mayormente insolubles en agua, que resultan muy téxicas para los organismos
vivos. La mayoria de los microorganismos del suelo no pueden crecer en
presencia de hidrocarburos por lo que tienden a desaparecer. Entre estos
microorganismos estan afectados varios de importancia ecolégica, como las

bacterias fijadoras de nitrégeno (Acha y Fontarbel, 2000).

La magnitud de afectacion que podria ocasionar la contaminacién por
petréleo en la actividad biolégica del suelo, va a depender de la concentracion del
contaminante y de las caracteristicas y propiedades del suelo (Labud et al., 2007,
Scherr et al., 2007) por tanto, un parametro importante a la hora de evaluar el

grado de contaminacién por crudo, es la textura del suelo.

En este sentido el estudio de los cambios producidos al adicionar crudo en
el suelo, es un area de la investigacion que no ha sido fuertemente explorada,
particularmente el efecto de la mineralizacion en el suelo; es por ello, que a
continuacion es presentado una propuesta para evaluar el efecto del derrame de
crudo en la mineralizacidén potencial de N, sobre suelos de diferentes texturas,
ubicados en el area comprendida entre los rios Sariapo y Ature, al sur del estado
Anzoategui, sobre los cuales se desarrollan ecosistemas de altisima fragilidad

ecoloégica como morichales, bosques riberefios y sabanas.
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Planteamiento del problema

Los rios Ature y Sariapo son afluentes del rio Orinoco, cuyas areas de
drenaje estan ubicados al norte de la poblacion de Mapire y al sur de San Diego
de Cabrutica, en el sur del estado Anzoategui. Esa region esta dentro del
denominado bloque Junin, del Proyecto Orinoco Magna Reserva el cual esta
contemplado dentro del Plan Siembra Petrolera 2005-2030, cuyo proposito es la
cuantificacion y certificacion de las reservas de hidrocarburos existentes en la Faja
Petrolifera del Orinoco, donde PDVSA esta realizando exploraciones petroleras. El
desarrollo tecnoldgico asociado a las actividades de exploracion y produccion de
petréleo pesado y extra pesado en esa region, estda acompafado de
perturbaciones ambientales a ecosistemas de alta sensibilidad ecoldgica, esto
amerita el temprano desarrollo de una linea base de investigaciéon sobre el

funcionamiento de esos ecosistemas (Chacén et al., 2007).

El siguiente estudio, va a permitir el suministro de informacién para
determinar el impacto potencial que podria ocasionar una contaminacion por crudo
en la mineralizacion de N en suelos de diferentes texturas, sobre los que se
desarrollan diferentes tipos de vegetacion. Los resultados en este estudio van a
contribuir con el disefio de estrategias de recuperacién de areas degradadas por

efecto de la actividad de la industria petrolera.
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Objetivos

General
e Estudiar los efectos potenciales que produce diferentes grados de
contaminacién por crudo, en la mineralizacion de nitrégeno en suelos de

diferentes texturas.

Especificos

e Determinar los efectos de la adicién de crudo en dos proporciones (3% vy
6%) sobre la tasa de mineralizacion de nitrogeno (k), el N acumulado (Nm)
y el potencialmente mineralizable (No), en suelos con diferentes texturas.

e Establecer las relaciones existentes entre la materia organica del suelo y
los valores de Nm, para los diferentes tratamientos.

e Determinar para los diferentes suelos y tratamientos, la proporcién de No

con respecto al nitrogeno total del suelo.
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Antecedentes de la investigacion

La mineralizacién potencial de nitrégeno (N), es un proceso que ha sido
estudiado con distintos propdsitos. Un ejemplo de ello, lo constituye el trabajo de
Barrios y Herrera (1994) quienes determinaron la mineralizacion de N “in situ” a lo
largo de un gradiente de bosque inundable al sur del estado Anzoategui. Los
autores reportaron que la mayor mineralizacién de N tenia lugar en la zona que
permanece mayor tiempo inundada, lo cual fue asociado con el mayor contenido

de materia organica de ese sitio.

Por otro lado, Mogollén (1995) realizé un estudio sobre la mineralizacion
potencial del nitrégeno en suelos de cafetales bajo diferentes arboles de sombra
(citricos y leguminosas), ubicados en el sector San Diego, estado Falcén. Este
autor evaluo las relaciones entre el N potencialmente mineralizable y el N total, el
N potencialmente mineralizable y la relacion C/N, el N potencialmente
mineralizable y el N inorganico inicial. Mogollén (1995) concluyd que los mayores
niveles de nitrogeno potencialmente mineralizable, estuvieron relacionados con el

mayor contenido de nitrégeno total y con la relacién C/N.

Rangel et al, (2007) evaluaron la mineralizacion de N en el suelo de dos
bosques de contrastante intensidad de inundacién; asi como el estudio del efecto
de la condicién redox y la época de muestreo (periodo seco y lluvioso),
determinando altas y positivas correlaciones entre el Nm y el carbono organico
del Suelo (COS) en los dos tratamientos de incubacion y para las dos fechas de
muestreo. Sugiriendo que para ambas zonas la mineralizacion del N esta en su

mayor parte explicada por el contenido de COS.

Dentro de los parametros a considerar durante la evolucion del proceso de

mineralizacion de N son las propiedades fisico-quimicas del suelo. En este
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sentido, es importante destacar el estudio realizado por Wang et al., (2001) que
estudiaron la relacion entre los parametros fisicos-quimicos con una referencia o
control, definiendo que dichas propiedades si influyen el proceso de mineralizacion
de N.

Por otro lado, se tienen investigaciones donde se estudia la influencia de las
propiedades fisico-quimicas del suelo y su influencia al agregar crudo como es el
caso de Labud et al., (2007), Scherr et al., (2007) donde indican que la magnitud
de la afectacion va a depender de la concentracion del contaminante y de las
caracteristicas fisico-quimicas del suelo. Los resultados de estos estudios
mostraron que suelos de textura arcillosa y con altos contenidos de materia
organica protegen a los micro-organismos del efecto dafiino de los hidrocarburos,
conduciendo a una baja inhibicion del tamafo de la poblacién microbiana. El
mecanismo sugerido por estos autores para la inmovilizacién de contaminantes en
suelos arcillosos con elevados contenidos de materia organica, ha sido el de
adsorcion fisico-quimica lo cual conduce al decrecimiento en la concentraciéon del

contaminante.

Por su parte Labud et al., (2007) indica que en suelos arenosos con poca o
ninguna superficie organica e inorganica de retencion, este mecanismo no es
posible, por lo que un contaminante ejerceria un efecto mas téxico sobre los
micro-organismos del suelo. En este estudio fue también determinado un mayor
efecto inhibitorio en las enzimas asociadas a los ciclos del C, N y P en suelos

arenosos que en suelos arcillosos.

Los estudios anteriores muestran informacion relevante en cuanto a los
estudios de mineralizacion de N con distinto propdsito, asi mismo se destaca las
implicaciones del impacto de los contaminantes organicos entre ellos los
hidrocarburos en la actividad biolégica del suelo. Sin embargo no se conocen

estudios que muestren el efecto del ingreso de crudo al suelo sobre la
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mineralizacion potencial de N y sus variaciones de acuerdo a la clase textural del

suelo.

Marco tedrico

El ciclo del nitrégeno en los ecosistemas terrestres

El ciclo del nitrégeno (N) en el suelo, forma parte del ciclo global del N en la
naturaleza. La principal fuente del N en el suelo es el atmosférico, donde la
molécula gaseosa fuertemente unida N, es el gas predominante (79,08% por
volumen de los gases). Sélo un numero muy limitado de microorganismos tiene la
habilidad de utilizar el N elemental, todos los demas organismos que viven en la
tierra requieren del N combinado para llevar a cabo sus actividades de vida.
(Stevenson, 1986).

Las ganancias del N ocurren a través de la fijacion de N elemental por los
microorganismos e ingreso de amonio y nitrato en el agua de lluvia; mientras que,
las pérdidas de N ocurren a través de las cosechas de cultivos, lixiviacién en el
suelo y volatilizacion (Figura 1). La formacién de complejos minerales protege los
constituyentes nitrogenados contra el ataque de los microorganismos. El ion
amonio (NH4") experimenta reacciones de sustitucion con los cationes metalicos
en el complejo de intercambio del suelo pasando a ser fijjado o adsorbido por los

minerales de arcilla (Stevenson, 1986).
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[resaitrifcacion

Lixivacidn +

Minerales de arcilla

Fig. 1. Ciclo del N, (Gardiner, 2005)

Durante el ciclo del N ocurren una serie de procesos los cuales son
gobernados por factores tanto bidticos como abidticos. Desde un punto de vista
cualitativo, el mas importante de los factores abidticos es el potencial redox, dado
que solo ciertos procesos ocurren en aerobiosis y otros en anaerobiosis. Dentro de
los factores bidticos, los microorganismos desempenan un papel importante ya
que son los responsables de procesos tales como: fijacion, nitrificacion,

desnitrificacion y amonificacion (Rosswal, 1982).

En este ciclo es observado que el N se incorpora al suelo a través de

materiales como restos de cultivos, abonos verdes, estiércol, fertilizantes
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comerciales y sales amonicas y nitratos producidos por precipitacion. Mientras que
la salida se debe a la remocién del cultivo, al drenaje, a la erosion y pérdida en

condicion gaseosa, tanto en forma elemental como en compuestos amonicos.

La mayor parte del N en el suelo esta presente en formas organicas tales
como: aminoacidos, aminoazucares, proteinas y acidos nucleicos, entre otras; en
porcentajes que pueden ir desde un 85% a un 95% (Fassbender, 1980). Bajo esta

forma el N no es asimilable por las plantas.

El N biodisponible esta fundamentalmente bajo las formas inorganicas de
amonio (NH4*-N) y nitrato (NO3-N). El nitrito (NO2-N) en el suelo puede ser
detectable, pero en cantidades relativamente pequefas al compararlas con las
cantidades de amonio y nitrato, por lo cual muchas veces resulta de poca
importancia su determinacién en el laboratorio. Sin embargo, Bremner (1965) ha
indicado que este puede acumularse en grandes cantidades, en suelos alcalinos

que reciben altas cantidades de fertilizantes amoniacales.

El N organico es altamente susceptible a las transformaciones microbiales.
Durante la mineralizacion de la materia organica, el N en el suelo experimenta una
serie de transformaciones, las cuales involucran compuestos organicos,
inorganicos y volatiles. Estas transformaciones ocurren simultdneamente, pero en
etapas individuales, y son llevadas a cabo por microorganismos diferentes. Las
reacciones pueden ser vistas en términos de un ciclo, en el cual el elemento pasa
de una etapa a otra segun la direccion que le confiera la microflora del suelo,
(Franco y Munns, 1982).

Los restos vegetales y animales que son polimeros de compuestos

organicos, son inicialmente degradados y depolimerizados hasta sus

constituyentes basicos, siendo el amonio uno de estos, debido a que se producen
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o forman compuestos inorganicos; a este proceso se le denomina mineralizacion
(Fassbender, 1980).

La mineralizacién del N en forma de amonio (NH4*-N), ocurre a partir de la
amonificaciéon de sustancias organicas tales como aminoacidos, aminoazucares,
proteinas y acidos nucleicos, entre otros; este proceso es llevado a cabo por
algunos microorganismos proteoliticos, como Pseudomonas sp., Bacillus sp.,
Clostridium sp., Serratia sp. (Bacterias) y Alternaria sp., Aspergillus sp., Mucor sp.,

Penicillium sp. (Hongos) (Alexander, 1977).

Los iones amonio (NH4;*-N), liberados a partir de la materia organica,
pueden tener un corto periodo de disponibilidad en el suelo, ya que algunos
pueden ser temporalmente adsorbidos a la superficie de las arcillas cargadas

negativamente o en las particulas coloidales organicas. (Ayans, 1975)

La inmovilizacion biolégica es otro factor importante dentro del ciclo del N
en los ecosistemas terrestres. La misma consiste en la incorporacion de NH;*-N y
NOs™-N dentro de las proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos organicos
contenidos dentro de las células microbiales. En este caso, la inmovilizacion
resulta en un proceso inverso a la mineralizacion del N organico, (Alexander,
1977).

Durante la descomposicion y mineralizacion de la materia organica del
suelo, el NH;" producido en exceso, que no es utilizado por los microorganismos o
por las plantas, es liberado lo que puede dar lugar al proceso de nitrificacion,
llevada a cabo principalmente por bacterias autotroficas. Las bacterias
nitrificadoras mas conocidas son del género Nitrosomonas, las cuales oxidan el
amonio a nitrito; y las del género Nitrobacter, que oxidan el nitrito a nitrato, (Tamm,
1991).
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Donahue et al., (1981) indican que la oxidacion de iones de amonio a iones
de nitrato por las bacterias anteriormente mencionadas, es un proceso que puede
resultar sumamente rapido. Los iones NH;" mineralizados pueden ser nitrificados
en 1 6 2 dias, a menos que el suelo sea fuertemente acido (valores de pH
menores de 4,5), frio o humedo, lo cual reduce la tasa de nitrificacion de una

manera drastica.

Es muy comun que la concentracion de iones amonio en suelos con una
densa cobertura vegetal, sea bastante baja (menos de 5 mg NH;* kg™ de suelo).
Sin embargo, como sefiala Roswall (1982) esto no implica realmente que exista
una baja tasa de mineralizaciéon, ya que pudiera estar ocurriendo una rapida

nitrificacion o una alta demanda por las plantas.

La nitrificacion conlleva a un incremento en la disponibilidad del N, ya que
formas poco moviles de N (NH;*-N), son transformadas a formas mas moviles
(NOs-N) y disponibles a las raices de las plantas, asi como también a pérdidas

eventuales en los ecosistemas. (Barrios y Herrera, 1994)

La desnitrificacion es un mecanismo a través del cual ciertas bacterias
utilizan de alguna manera el oxigeno presente en las formas nitrogenadas de NO3’
y NO," como fuente de energia, lo cual ocurre en condiciones ambientales donde

el oxigeno es escaso, (Alexander, 1977).

Factores que afectan el proceso de mineralizacion de la materia

organica
El proceso de mineralizacién de la materia organica esta afectado por

factores internos y externos. Dentro de los factores internos se encuentran los

relacionados con los restos animales y vegetales que se mineralizan y humifican;
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mientras que los externos, con las caracteristicas del medio fisico en el cual

ocurren los procesos.

Dentro de los factores internos que afectan la mineralizacion de la materia

organica, destacan los siguientes: relacién C/N, contenido de lignina y contenido

de nitrégeno.

Relacién C/N

La relacion C/N de la materia organica juega un papel regulador en la
mineralizacion del N organico (Mulongoy y Gasser, 1993). Vitousek (1982) sefala
que cuando la relacion C/N es alta (>30:1), la acciéon de los microorganismos
descomponedores puede ser limitada, permitiendo la inmovilizacion del N en su
biomasa. Por el contrario, si la relacion C/N es baja (12-20:1), el N no es limitante
para la accién de estos microorganismos, produciendo la mineralizacion del N

inorganico (NH4*-N y NO3™-N), el cual es liberado a la solucion del suelo.

La relacion C/N de la materia organica, esta relacionada a los patrones de
inmovilizacién y mineralizacion de N durante la descomposicion de la materia
organica por los microorganismos del suelo. Cuando la relacion C/N presenta
valores bajos, la descomposicion y mineralizacion del N proceden de una manera
mas rapida (Swift et al., 1979).

Robertson (1984) indicé que la relacion C/N usada como indice de la
calidad del sustrato, juega un papel importante en los patrones de la
mineralizacion observada. Si la hojarasca caida presenta una baja calidad (una
alta relacién C/N o un alto contenido de lignina), es muy poco el N en la biomasa

que va a ser incorporado al suelo para el proceso de mineralizacion.
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Contenido de lignina

La concentracion de lignina en el material vegetal en proceso de

descomposicion es otro factor que puede afectar la mineralizacion del N organico.

Estudios realizados por Melillo et al., (1982) sugieren que mientras mayor
es el valor de concentracion de lignina en el residuo, mayor sera la cantidad de N
inmovilizado, por unidad de carbono respirado. Este fendmeno puede ser el
resultado de la formacion de un complejo metaestable de N (e.g., humus), durante

el proceso de descomposicion.

El contenido de nitrégeno

La concentracion de N en el material vegetal actia como un parametro
indicador de la facilidad de mineralizacion del N. En residuos de plantas
leguminosas con altos valores de N, es comun observar una rapida tasa de
liberacion del N (Ladd et al.,, 1981; Palm y Sanchez, 1991). Es asi como la
utilizacién de residuos de plantas leguminosas como abonos verdes, “mulches”,
cultivos de cobertura (Wade y Sanchez, 1983), o como plantas utilizadas en
sistemas agroforestales (Babbar y Zak, 1994), pueden aumentar la disponibilidad y

capacidad de mineralizacion del N en el suelo.

Factores externos que afectan la mineralizacion de la materia organica

El pH del suelo

El pH del suelo puede influir sobre el proceso de mineralizacién. Cuando los
otros factores que controlan la mineralizacion permanecen constantes, la
produccién de N inorganico (NH;* + NO3) es mayor en suelos con pH neutros o

ligeramente alcalinos, que en suelos acidos (Alexander, 1977). La nitrificacion
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puede ser realizada por microorganismos acido-tolerantes y acido-sensitivos,
pudiendo existir una restriccion del proceso por bajos valores de pH. En suelos
superficiales donde no existen los nitrificadores acido-tolerantes, la formacién de
nitrato puede quedar restringida a estratos mas profundos, donde el pH es mas
favorable a los nitrificadores acido-sensitivos. Sin embargo, algunos suelos
pueden presentar poca influencia del pH sobre las transformaciones del N. EI N
organico tiende a acumularse en suelos altamente acidos, esto se debe a la lenta

tasa de mineralizacion en estos sitios (Persson y Wirén, 1995).

La humedad del suelo

El secado y humedecimiento estacional de los suelos, es un proceso muy
comun en regiones tropicales, debido a la estacionalidad bien marcada de las
precipitaciones a través del afio. Algunos estudios como los de Birch (1960) y Van
Gestel et al., (1991) han indicado que este proceso influye de una manera directa
en la mineralizacion del C y el N, especialmente en la nitrificacion. De acuerdo a
los mencionados autores, este efecto puede ser atribuido a los cambios

producidos en la composicion y actividad de los microorganismos del suelo.

El secado del suelo puede eliminar algunos microorganismos,
suministrando una fuente de C facilmente mineralizable cuando el suelo es
rehumedecido. Sin embargo, Bramley y White (1990), en un trabajo realizado,
encontraron que el “stress” hidrico no fue un factor regulador en la actividad de los
nitrificadores, concluyendo que estos son tolerantes a los cambios estacionales en

los niveles de humedad del suelo.
Por otro lado, Chen y Alexander (1973) indican que la mineralizacién puede

tener lugar a tensiones de humedad mayores de 15 bares. La posible explicacion

de este fendmeno es la cantidad sustancial de agua presente a altas tensiones en
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los microporos del suelo. Aunque esta agua no es utilizada para las plantas, puede

ser disponible para los microorganismos mineralizantes.

Por su parte Sanchez (1976) sefiala que en la mayoria de las areas
tropicales, el N inorganico muestra una fluctuacion estacional, descrita de la

siguiente manera:

1) Ligera acumulacion de NO3™-N en el horizonte superficial del suelo, durante
la época seca.

2) Gran incremento, pero corto con respecto al tiempo, al comienzo de la
época lluviosa.

3) Rapida disminucién durante el resto de la temporada lluviosa.

Cuando periodos cortos de sequia ocurren durante la época lluviosa, estos
son seguidos por un agudo pero pequefio incremento en el N inorganico, luego por
una disminucién gradual. Estos cortos intervalos, también llamados picos, han sido
reportados por Birch (1964), sefalando su existencia en un amplio ambito de
condiciones de suelo. Estos picos son denominados algunas veces como el

“efecto Birch”.

Temperatura del suelo

La mineralizacién del N por microorganismos del suelo, esta afectada por la
temperatura. A temperaturas de 2°C, los microorganismos mineralizan muy
lentamente los compuestos organicos. Cuando los suelos se congelan, se detiene
el proceso de mineralizacion (Alexander, 1977). La actividad maxima de los
microorganismos nitrificadores parece tener un oOptimo entre los 15°C y 35°C,
mientras que los microorganismos amonificadores aumentan su actividad a
temperaturas superiores a los 35°C, estando su temperatura 6ptima entre 20 y
45°C (Kowalenko et al., 1978).
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Ross (1991) indic6 que en muestras congeladas almacenadas para 3
meses 0 mas, las tasas de mineralizacion de N fueron mayores sobre los valores
obtenidos de muestras frescas. Al observar las tasas crecientes de la
mineralizacion de N que se mantienen constantes, con observaciones de otros
investigadores y con los estudios en el campo que demuestran las altas tasas de
la mineralizacion y de la nitrificacion que siguen el suelo que se descongela
(Edwards y Cresser, 1992). Por esta razon, la conservacion en camara frigorifica
se recomienda para los suelos antes de que las medidas del laboratorio de la

mineralizacion o de la nitrificacion de N se tomen.

La textura del suelo

Dentro de la textura del suelo, el contenido y tipo de las arcillas presentes
es un factor que influye en el proceso de mineralizaciéon del N. El NH4"-N
producido puede ser inmovilizado por las arcillas, tanto en forma intercambiable
como no intercambiable. EI NH;*-N intercambiable se encuentra en equilibrio
dinamico con otros cationes de la solucion del suelo, por lo que esta disponible

para la absorcién por las plantas o para la inmovilizacién microbiana.

Martin et al., (2006) confirmé la importancia de la textura y tipo de suelo en
el proceso de la mineralizacion, esto concuerda con autores como Seneviratne et
al., (1999) quienes indicaron que los parametros que determinan la liberacién de
nitrogeno son muy dependientes del tipo de suelo y de la composiciéon de su

materia organica.
Mamo et al., (1993) indican que el amonio no intercambiable que esta

fijado en la estructura de ciertas arcillas, tiene poca o ninguna disponibilidad

bioldgica.
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Efecto del crudo en la actividad biolégica e interaccion de distintos

contaminantes con el suelo.

Los hidrocarburos y sus derivados son sustancias de alto peso molecular,
mayormente insolubles en agua, que resultan muy téxicas para los organismos
vivos. La mayoria de los microorganismos del suelo no pueden crecer en
presencia de hidrocarburos y mueren. Entre estos microorganismos afectados
estan varios de importancia ecolégica, como las bacterias fijadoras de nitrégeno
(Acha y Fonturbel, 2000)

Estudios relacionados con el dafio que podria ocasionar la contaminacion
por petréleo en la actividad bioldgica del suelo (parametro esencial en el ciclaje de
nutrientes), indican que la magnitud de la afectacion va a depender de la
concentracion del contaminante y de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo
(Labud et al., 2007; Scherr et al., 2007).

El comportamiento de los contaminantes organicos esta en funcion de sus
caracteristicas fisicas y quimicas (densidad, solubilidad, polaridad, entre otras);
ademas de las caracteristicas del medio tales como la unidad de suelo,
permeabilidad, estructura, tamafio de las particulas, contenido de humedad y de
materia organica; asi como la profundidad del manto freatico. Factores
climatolégicos como la temperatura y la precipitacion, también tienen una gran
influencia. Todas las variables en su conjunto definen el tamafio y la distribucién

tridimensional del frente de contaminacién en una zona especifica (Jury, 1989).

Compuestos organicos ligeros como gasolina, aceite y petréleo tienden a
formar una capa en forma de nata en el nivel freatico, con un movimiento
horizontal en direccidn al flujo del agua subterranea. Los compuestos organicos
densos, migran hacia la base del acuifero creando una columna a partir de la cual

pueden moverse en direccion al flujo de agua subterranea, conllevando a su
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contaminacion en toda su profundidad (Barcelona et al., 1990).

Para la zona superficial se han conceptualizado algunas relaciones con
respecto al suelo y a la presencia de contaminantes, a través de observaciones
indirectas de acumulacién de los contaminantes organicos en asociacion con
adsorbentes naturales (Luthy et al., 1997) estableciendose los siguientes

procesos:

1) Adsorcion a la materia organica amorfa o natural o en Liquidos de la
Fase No Acuosa (LFNA) como es el caso del petréleo.

2) Adsorcién a "la materia organica condensada o en polimeros o residuos
de combustion.

3) Adsorcion a superficies organicas humedas (hollin).
4) Adsorcién en superficies minerales (cuarzo).
5) Adsorcion dentro de los microporos o en minerales microporosos

(zeolibis) con superficies porosas a saturacién de agua < 100 por ciento.

Luthy et al., (1997) indican que las interacciones del geoadsorbente con los
contaminantes organicos hidrofébicos son de tres tipos a saber:

a) El mineral con su superficie reactiva atribuible a:

e Superficies minerales externas expuestas a la escala de la particula
y superficies dentro de los macroporos;

e Superficies interlaminares de arcillas expandibles a una escala de

nandmetros;

e Superficies dentro de los mesoporos y microporos.

b) La materia organica del suelo a una escala de nanémetros.

c) Los LFNA adheridos o atrapados que pueden funcionar como materia
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organica, excepto para material altamente intemperizado o peliculas interfaciales.

Las propiedades fisicas del suelo mas afectadas por derrames de

hidrocarburos son:

e La estructura del suelo debido a la ruptura de los
agregados.

e Aumento de la retencién del agua en la capa superficial.

e El potencial hidrico (Luthy et al., 1997).

Es importante destacar, que estas propiedades del suelo son influyentes en

el proceso de mineralizacion.

Probablemente el componente mas importante del suelo, en relacion con la
persistencia de sustancias toxicas es la arcilla. La persistencia aumenta cuantas
mas pequefias son las particulas, debido a que aportan una gran area superficial

para la adsorcion de los productos quimicos.

Las propiedades quimicas del suelo mas afectadas por un derrame de

hidrocarburos son:

e Aumento del carbono organico, ya que el 75 % del carbono del petroleo
crudo es oxidable.

e Disminucion del pH, debido a la acumulacion del carbono organico y
generacion de acidos organicos.

¢ Aumento del manganeso e hierro intercambiable.

e Aumento del fosforo disponible (Luthy et al., 1997).
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Materiales y métodos

Area de estudio

Geograficamente, el area de estudio esta situada entre las coordenadas
UTM N 275000 E915000 y N 335000 E 875000 (figura 2). Geolégicamente la
region esta ubicada dentro de la denominada Formacién Mesa (Carbdn y
Schubert, 1994). Esa region presenta un bioclima seco tropical segun la
clasificacion de Holdridge (1947), con un promedio anual de temperatura de 27,4
°C (Vegas-Vilarrubia y Herrera, 1993). De acuerdo a los registros de la estacion
de San Diego de Cabrutica, el promedio de precipitacion anual es de 920,8 mm

(periodo 1970-1995), concentrada entre los meses de mayo a octubre.

Mapa preliminar de vegetacién
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Figura 2. Localizacién del area de estudio (Chacén et al., 2007)

29



Implicaciones del grado de contaminacién por crudo en la mineralizacion potencial
de nitrégeno en suelos de diferentes texturas, colectados en el sur del estado
Anzoategui

Toma de muestras

El muestreo de suelo fue realizado por el grupo del Laboratorio de Ecologia
de Suelos del IVIC, como parte de un macroproyecto relacionado con el estudio de
las perturbaciones ecolégicas generadas por las actividades de la industria
petrolera al sur del estado Anzoategui. Durante el trabajo de campo, fueron
colectadas muestras de suelos bajo los diferentes tipos de vegetacidon existentes
en la zona. En cada tipo de vegetacion reconocida por este grupo (sabanas
arboladas densas y ralas, bosques riberefios, bosques semi-deciduos vy
morichales) se delimité una parcela de 50 x 20 m (0,1 h) 4 en total, de donde
fueron extraidos con un barreno los suelos a través de un disefio completamente
aleatorio (profundidad = 10 cm). Para este estudio en cada parcela se tomaron 8
muestras de suelo del horizonte superficial (n= 8/parcela N total=32). De acuerdo
al estudio realizado por Chacon et al., (2007) los suelos bajo los diferentes tipos
de vegetacion, muestran diferentes texturas, a saber: bosque riberefio siempre
verde y sabana arbustiva rala (areno francoso), bosque semi-deciduo (franco
arenoso), sabana arbustiva densa (arenoso), morichal (arcilloso). Una vez extraido
el suelo, éste fue guardado en bolsas plasticas previamente identificadas para su

analisis en el laboratorio (Chacon et al., 2007).

30



Implicaciones del grado de contaminacién por crudo en la mineralizacion potencial
de nitrégeno en suelos de diferentes texturas, colectados en el sur del estado
Anzoategui

Tratamiento de las muestras

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron secadas al aire y
posteriormente tamizadas a través de una malla 2mm. Las raices visibles fueron
manualmente extraidas. Para el estudio de mineralizacion las muestras tamizadas
fueron sujetas a los siguientes tratamientos: suelo control sin crudo (SC), mezcla
suelo 97%: crudo 3% (MSC3%) y mezcla suelo 94%: crudo 6% (MSC6%). Para
cada tratamiento se emplearon un total de 32 muestras. El crudo empleado en el
ensayo es el denominado Merey, suministrado por el INTEVEP. La caracterizacion
del crudo indica que el mismo presenta 16° API, una proporcion de asfaltenos de

aproximadamente 17%, una alta viscosidad y un punto de inflamacién de 32°C.
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Experimento de mineralizacion de N

La mineralizacién de N en cada tratamiento, fue evaluada durante 12
semanas continuas siguiendo el procedimiento descrito por Standford y Smith
(1972). Para ello, las muestras de suelo fueron inicialmente lixiviadas con una
solucién 0,01 M de CaCl,, con el propdsito de remover todo el N inicialmente
presente; seguidamente, las muestras fueron incubadas a condicién de campo (se
mantuvo constante la presiéon, humedad, temperatura) y provistas de una solucién
nutritiva con la siguiente composicion: CaS04.2H,O 0,002M; MgSO,4 0,002M;
Ca(H,P04)2.H,0 0,005M y K>SO4 0,0025M.

El N mineralizado fue luego extraido en cada periodo de incubacién con
una solucion 0,01 M de CaCl,. . Una vez extraido el N presente en los distintos
periodos de incubacién, la solucién nutritiva fue re-establecida. En los extractos de
CaCl; obtenidos durante los diferentes periodos de incubacién (semanalmente), el
NH," fue determinado a partir de la reaccién conocida con el nombre de Berthelot
(reportada por primera vez en 1859) y modificada por Paolini (2000). Esta consiste
en la reaccién del idn amonio con el hipoclorito de sodio en presencia de un fenol,
especificamente el salicilato. Dicha reaccidén forma primero una monocloramina y
después un compuesto de inofenol a pH basico (color verde esmeralda). El

producto de la reaccion fue determinado por colorimetria (A= 690 nm).

El Nitrato (NO3") se determin6 a través del método descrito por Keeney y
Nelson (1982) que consiste en la toma de una alicuota de 0,5 mL de las muestras
(extracto de CaCl,) donde fue adicionado 1 mL de una solucién de acido salicilico
y luego de 30 min se le agregaron 10 mL de NaOH 4 M. Dicha reaccion forma una
solucién de color amarillo. Finalmente, se midié la absorbancia por colorimetria (A=
410 nm).
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La mineralizaciéon neta de nitrogeno (Nm), el nitrégeno potencialmente
mineralizable (No) y la tasa de mineralizacion (k) fueron calculadas siguiendo el
modelo de Standford y Smith (1972).

Determinacién del nitrégeno total y la materia organica del suelo

Antes de iniciar la incubacion de las muestras para el estudio de
mineralizacion, el suelo bajo los diferentes tratamientos, fue tamizado a través de
una malla <0,1 mm. De esa fraccion se tomaron alicuotas de 0,25 g,
posteriormente digeridas por 10 h con una mezcla de H;SO4-H,O, para la
determinacion de N total en forma de amonio, esta determinacion fue realizada por
la técnica de colorimetria A= 690 nm (reaccion de Berthelot). En otra alicuota de
esa fraccion de suelo (= 0,5 g) fue determinada la materia organica del suelo
(MOS) por el método de Walkley y Black (Jackson, 1958). Este metodo consiste
en la oxidacién de la muestra en presencia de dicromato de potasio (K,Cr,07),
acido sulfurico (H2SO4) y posterior titulacion con sulfato ferroso amoniacal
(NH4)2Fe(SO4)s.

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado usando el programa STATISTICA para
Windows 6.0 (Statistica, 2001). Las comparaciones de los resultados fueron
llevadas a cabo a través del analisis de varianza de una via (ANOVA P<0,05) y
una prueba de Tukey fue usada para separar las medias. Cuando los datos no
cumplieron los supuestos para el ANOVA, un ensayo no paramétrico (Mann
Whitney) fue usada para determinar las diferencias estadisticas. Correlaciones
lineales simples fueron usadas para evaluar las relaciones entre Nm-%C y No-%C
(P<0,05).
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Resultados y discusion

A continuacion se presentan los resultados y discusiones obtenidos durante

el desarrollo experimental.

Propiedades fisico-quimica de los suelos

Las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos para diferentes tipos de
texturas son mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de lo suelos estudiados

Franco-
Areno- . Arenoso/
arenoso/ Arcilloso/
francoso/ X Sabana
Bosque Morichal
; : Sabana rala densa
semiduciduo
pH H,0O 4,97+0,22° 5,24+0,232 4,56+0,29° 5,31+0,242
%COS 0,83+0,19° 1,00+0,21° 2,69+0,86° 0,70+0,20°
%N 0,045+0,02° 0,042+0,01° 0,152+0,022 0,015+0,01°
P (mg/Kg) 1,916+1,90°  2,756+2,32% DId 0,73340,26°
CICE (cmol/Kg)  7,782+2,05° 2.332+0,53° 4,199+0,68° 2,055+0,87°¢
%SB 71,074+18,76%  7,187+1,92°  35,602+13,74° 25,595+22,02"°
% arcilla 15,14+3,84° 10,26+5,77°°  42,98+6,00? 3,75+1,34°
% limo 22.36+10,75° 3,91+1,19° 21,18+2,462 6,25+1,34°
% arena 62,50+13,86°  85,83+6,45° 35,83+5,85° 90,00+1,342

Valores representan la media + DS. Diferentes letras en una misma fila denota diferencias significativas entre
zonas. (ANOVA, P < 0,05). COS: carbono organico del suelo; N: nitrégeno total; P: fosforo disponible; CICE:
capacidad de intercambio cationico efectiva; SB: saturacion con bases; dld: valores por debajo del limite de
deteccion del método. Tomado de Chacén et al. (2007)

El analisis fisico-quimico, empleado para la obtencion de los datos

expresados en la Tabla 1 fue el que sigue:

El suelo de la fraccion < 2mm fue empleado para las siguientes
determinaciones: (i) pH en agua y KClI 1 M en una relacién 1:5, (ii) cationes
intercambiables (Na, K, Mg y Ca) extraidos con una soluciéon de CH3COONH, 1N

(Thomas 1982) y determinados por espectroscopia de absorcion atomica a la
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llama, (iii) acidez intercambiable (Al + H) extraida con una solucion de KCI 1M y
determinada por titulacion con NaOH (McLean 1965) y (iv) analisis de particulas
por el método del hidrometro (Day 1965). Con los datos de acidez y cationes
intercambiables fue calculada la capacidad de intercambio cationico efectiva
(CICE), siguiendo a Coleman et al., (1959).

El P disponible fue extraido de la fraccion de suelo < 0,5 mm de acuerdo
a Tiessen y Moir (1993) y determinado a través de un método colorimétrico
(Murphy and Riley 1962), después de ajustar la solucion a pH 4 usando p-
nitrofenol. Una alicuota (0,25 g) de la fraccidén de suelo < 0,1 mm fue digerida por
10 h con una mezcla de H,SO4-H,0, para la determinacion de N total por auto-
analizador. En esta fraccion fue determinado también el carbono organico del
suelo (CO) por el método de Walkley and Black (Jackson 1958).

Los resultados revelan que los suelos en general son acidos, de poca
fertilidad expresada mediante muy bajas concentraciones de Carbono Organico
del suelo (COS), N, P y capacidad de intercambio catiénico efectiva (CICE) (tabla

1). Por otro lado el %N es significativamente mas alto en los suelos arcillosos.
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Efecto de la textura y el grado de contaminacién por crudo en el Nm,
No, k y 1/k

Parametros como Nm, No k y 1/k fueron determinados con el fin de evaluar
los efectos potenciales sobre el suelo que producen diferentes grados de
contaminacién por crudo, en el proceso de mineralizacion de N, variando las

diferentes texturas de suelo.

Tabla 2. Nitrégeno potencialmente mineralizable (No), tasa de mineralizacion (k) y

1/k para los distintos tipos de textura de suelo y en los diferentes tratamientos con

crudo
Suelo Tratamiento No (mg/Kg) K sem™ 1/k sem
Franco Control 536+/-113123" 0,076+/-0,0513"  14,41+/-6,77"
arenoso 3% 124+/-602"  0,101+/-0,104 3"  19,09+/-14,38"'
BSd 6% 130+/-923"  0,070+/-0,0452" 25,34+/-24,76""
Areno Control 113+/-31231  0,082+/-0,046 2"  15,31+/-7,73"
francoso 3% 106+/-64 ' 0,101+/-0,0712" 15,59+/-10,49""
SR 6% 265+/-4352"  0,068+/-0,0482"  16,26+/-8,12""
Arcilloso Control 326+/-76 2 21 0,103+/-0,013 b 1 9,80+/-1 ,23‘:1
Mo 3% 556+/-505 21 0,059+/-0,023 15,87+/-4,17
6% 649+/-338 22 0,044+/-0,025°" 30,93+/-19,38%2
Arenoso Control 150+/-32 2 11 0,065+/-0,024 2 1 17,26+/-6,26A/f2
D 3% 355+/-537 21 0,062+/-0,038 2"  19,69+/-14,30
6% 104+/-202"  0,099+/-0,034 2"  11,38+/-4,6252

Valores representan la media £ DS. Dentro de una misma columna diferentes letras mindsculas, nimeros y
letras mayusculas, denota diferencia significativa en No, ky 1/k en los suelos a los diferentes tratamientos.
(ANOVA P<0,05).BSd=bosque semideciduo, SR=sabana rala, Mo=morichal, SD= sabana densa

Los resultados del N potencialmente mineralizable (No) y la constante de
mineralizacion (k) para los diferentes tratamientos y en los distintos grupos de
texturas de los suelos, son mostrados en la Tabla 2. Es importante destacar
que estos parametros son determinados a partir de un analisis matematico
(apéndice A). Este analisis es ajustado a la técnica de regresion lineal, permitiendo

determinar parametros como No y k.
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Para las diferentes texturas de suelo el No (Tabla 2) no parece estar
significativamente afectado por los tratamientos con crudo, mientras que la
constante de mineralizacién k disminuyé con la adicion de crudo en el suelo
arcilloso-morichal, pero no para el resto de los suelos. Estos resultados sugieren
entonces que para el periodo de incubacién seguido en este estudio, los niveles
de crudo empleados no afectan el nitrégeno potencialmente mineralizable pero

retardan la tasa de mineralizacién en suelos con altos contenidos de arcilla.

Por otro lado al evaluar el tiempo de mineralizacion (1/k) dentro de los
diferentes grupos de texturas de suelos y tratamientos aplicados, pudo
determinarse que con la excepcion del suelo arenoso-sabana densa, la adicidon de
crudo incrementa el tiempo de mineralizacion. Es posible que el tratamiento con
crudo en suelos con cierta proporcién de particulas finas conduzca a que este
contaminante se adsorba sobre estas superficies e inhiba con ello la accion de los
microorganismos que intervienen en la mineralizacion del N. En el suelo de textura
arenosa-sabana densa, probablemente el crudo ejerce un menor efecto debido a
que no hay superficies que lo retengan. Desafortunadamente no se cuentan con

datos de la bibliografia que permitan soportar los resultados de este estudio.
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A continuacion se presentan los datos de Nitrégeno acumulado (Nm)
durante las 12 semanas de incubacién, para las distintas zonas de estudio, que
representan las distintas texturas, bosque semideciduo — franco arenoso; sabana

rala — areno francoso; morichal — arcilloso; sabana densa — arenoso.

Bosque semi-deciduo Sabana rala
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Figura 3 Mineralizacion neta acumulada de N (Nm) en 12 semanas de incubacién
para los suelos de diferentes texturas bajo los distintos tipos de tratamiento.

Valores representan la media tDS
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La mineralizacion neta de N (Nm) para los diferentes tratamientos y en cada
tipo de textura de suelo es mostrada en la figura 3, observandose una tendencia
lineal de incremento a medida que se mineraliza el N por semana de incubacién;
sin embargo, a partir de la semana de incubacion #6 se observa que dicho
incremento es menor, finalmente para el tiempo de incubacién de 8-12 semanas

se logro alcanzar la estabilidad o constante en el proceso de mineralizacién de N.

Los resultados indican que el mayor Nm en los diferentes tratamientos
fueron obtenidos en el suelo arcilloso-morichal, en comparacion con los resultados
de Nm obtenidos de suelos franco arenoso-bosque semideciduo, areno francoso-
sabana rala y arenoso-sabana densa; lo cual es un resultado esperado tomando
en cuenta que el suelo arcilloso-morichal presenta el mayor contenido de materia
organica (Tabla 1). Esto concuerda con datos reportados en la literatura para
estudios de N mineralizado sin adicion de crudo. En los suelos arcillosos-morichal
se obtuvo valores de Nm mas altos en comparacion con los suelos arenoso-
sabana densa y areno francoso-sabana rala (Smith y Stanford, 1971; Motavalli et
al., 1989; Serna y Pomares, 1992; Thicke et al., 1993; Mogollon, 1995) Al
relacionar esto con las diferentes clases granulométricas puede observarse que en
los diferentes grupos de textura de suelo el incremento en el contenido de crudo
en el mismo, afecté notablemente el Nm, conduciendo a una disminucion en el
valor de Nm con el incremento en el porcentaje de crudo. Este resultado sugiere
que la adiciébn de crudo esta afectando la poblacidon de microorganismos que
intervienen en el proceso de mineralizacion, lo cual consecuentemente disminuye

el N mineralizado neto.

Madigan et al.,(1999) indica que a pesar que la composicidon de los
hidrocarburos es muy variable, en la naturaleza se encuentran como mezclas de
diferentes especies moleculares. Estos compuestos afectan varios procesos

bioquimicos y ecolégicos propios del suelo, ya que los efectos toxicos producto de
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la adicién de los hidrocarburos afectan a casi todas las especies del ecosistema
edafico en mayor o menor grado, de forma directa o indirecta. Los parametros del
suelo biomasa microbiana total, pH, actividad enzimatica de proteasas y actividad
enzimatica de ureasas son sensibles a la contaminacion por hidrocarburos, y
pueden proveer de informacidon valiosa al momento de realizar una evaluacion
(Fonturbel, 2004).

Los datos expresados en la Tabla 3 muestran que con la excepcion del
suelo arenoso-sabana densa, el tratamiento con crudo conduce a un incremento
en la relacion C/N (indice comunmente usado en los estudios de mineralizacion),

ver valores de C y N en apéndices B.

Tabla 3. Relacion C/N para las distintas texturas y tratamientos con crudo

Textura Control 3% 6%
Francggcrjenoso 21,26+/-10,24*"  52,4,4/-23,343""  18,7,+/-6,736"
Arenogsncoso 23,35+/-2,312"  52,14+/-20,08""  31,38+/-8,23"

Arcf\l/lllci)so 13,91+/-0,84""  355+/-5735""  35,16+/-9,70"

Aresng > 49,2,+/-16,837%  45,36+/-16,94""  48,75+/-35,37"

Valores representan la media + DS. Dentro de una misma fila diferentes letras mintsculas denota diferencia
significativa en la relacion C/N en suelos de igual textura con los diferentes tratamientos; diferentes numeros
dentro de una misma columna denota diferencia significativa en la relacion C/N en suelos de diferentes
texturas a igual tratamiento con crudo. (ANOVA P<0,05).BSd=bosque semideciduo, SR=sabana rala,

Mo=morichal, SD=sabana densa.

La relacion C/N de un sustrato juega un papel regulador en la
mineralizacion de N organico (Mulongoy y Gasser, 1993). Cuando la relacion C/N
es alta (>30:1), la accion de los microorganismos descomponedores puede ser
limitada, y ocurre una inmovilizacion del N en su biomasa. Por el contrario, si la

relacion C/N es baja (12-20:1), el N no es limitante para la acciéon de estos
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microorganismos, y se produce la mineralizacion del N inorganico (NH;*-N y NO3™-
N), el cual es liberado a la solucién del suelo Vitousek (1982). Este resultado
permite explicar entonces la baja mineralizacion neta de N (Nm) discutida en el

punto anterior.

Es importante destacar que durante el desarrollo de este trabajo de
investigacion, se determinaron especies como NOs™ y NH," | evidenciandose que
en los diferentes tratamientos y para los distintos tipos de textura de suelo, la
especie predominante fue el NH;". Numerosos estudios han indicado que la
predominancia de esta especie en suelos acidos es una consecuencia del efecto
Inhibitorio que tiene la acidez del suelo sobre los microorganismos nitrificantes
(Poovarodom et al., 1988). Lo cual corrobora los resultados aqui presentados, ya

que los suelos empleados para este estudio presentan un pH acido (Tabla 1).
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Nitrogeno potencialmente mineralizable como un porcentaje del
nitrégeno total del suelo para las diferentes texturas de suelo y bajo los

distintos tratamientos con crudo

El N potencialmente mineralizable (%No) como un porcentaje del N total es
mostrado en la Tabla 4 para las diferentes texturas de suelo y bajo los diferentes

tratamientos con crudo.

Tabla 4. Nitrégeno potencialmente mineralizable como un porcentaje del nitrogeno

total del suelo (%No) para las distintas texturas y bajo los diferentes tratamientos

con crudo
%No control 3% 6%
franc%g:je”"so 37,005+/-24,957*"  86,033+/-40,067"  52,556+/-35,023"'
arenogFaanoso 29,961+/-11,265%"  43,155+/-24,546%"  37,394+/-19,543%'
Arcl:\lxllfso 22,477+/-6,867%"  79,110+/-23,923""  127,046+/-73,232""
Aresng > 105,827+/-30,264%  89,765+/-46,935'  48,202+/-11,652""

Valores representan la media + DS. Dentro de una misma fila diferentes letras minusculas denota diferencia
significativa en %No en suelos de igual textura con los diferentes tratamientos; diferentes niUmeros dentro de
una misma columna denota diferencia significativa en %No en suelos de diferentes texturas a igual
tratamiento con crudo. (ANOVA P<0,05). BSd=bosque semideciduo, SR=sabana rala, Mo=morichal,

SD=sabana densa.

Los resultados muestran que para los suelos de textura franco arenoso-
bosque semideciduo y areno francoso-sabana rala el %No no varié al aumentar la
cantidad de crudo afadido, sin embargo para los suelos de textura arenosa-
sabana densa y arcillosa-morichal se observé un efecto de la adicién de crudo en

el comportamiento de este parametro.
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Para el suelo arcilloso-morichal puede observarse un incremento del % de
No, mientras que para el arenoso un descenso. Es ampliamente conocido que la
adicién de crudo conduce a un incremento significativo en el contenido de carbono
organico en el suelo. Brock et al., (1997) indican que la adicion de hidrocarburos al
suelo aumenta la cantidad de carbono disponible en el medio para la actividad
metabdlica de los microorganismos, destacando que si esto ocurre en
lugares donde la concentracion de nutrientes inorganicos como N y P es baja,
produce una relaciones C/N y C/P muy altas lo cual es desfavorable para el

crecimiento microbiano.

Es muy probable que la cantidad de superficies reactivas en el suelo
arcilloso retengan el hidrocarburo, a través de procesos de adsorcion (Jury, 1989).
Es légico esperar entonces que el incremento en las dosis de crudo incremente el
NT y por consiguiente el porcentaje de N potencialmente mineralizable. En el caso
del suelo de textura arenosa, carece de superficies reactivas donde el
hidrocarburo no presenta de manera significativa procesos de adsorcion y por
consiguiente se presenta una disminucién en el componente organico del suelo.
Bajo estas condiciones se esperaria entonces un decrecimiento en el contenido de
NT y por consiguiente del N potencialmente mineralizable. Los resultados
obtenidos con los suelos de textura media (bosque semideciduo y sabana rala)
parecen indicar que la proporcién de limo y arcilla en estos suelos ejerce un
efecto regulador de los contenidos de C y N en el suelo. Sin embargo debido a la
carencia de bibliografia en este topico, se hace dificil soportar las hipotesis aqui

planteadas.
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Correlacion Nitrégeno acumulado (Nm) y %CT.
En este estudio se determinaron altas y positivas correlaciones entre el Nm
y el carbono organico del Suelo (COS) para las distintas muestras a los diferentes

tratamientos con crudo (Tabla 5).

Tabla 5. Datos de las correlaciones de Nm y el %CT

Suelo Tratamiento R?
Franco arenoso Control 0,9457
3% 0,8032
BSd 6% 0,8967
Areno francoso Control 0,9384
SR 3% 0,7579
6% 0,8746
Arcilloso Control 0,7102
Mo 3% 0,8834
6% 0,9741
Arenoso Control 0,7876
SD 3% 0,8376
6% 0,8807

Valores representan el r para las muestras de suelo de distintas texturas a los diferentes tratamientos con

crudo (Apendice B) BSd=bosque semideciduo, SR=sabana rala, Mo=morichal, SD=sabana densa.

Estos resultados sugieren que para los cuatro tipos de texturas evaluados
en este estudio, la mineralizacién del N estad en su mayor parte explicada por el
contenido de COS.

Es conocido que suelos arcillosos presentan un mayor contenido de
materia organica (MO) que los suelos arenosos (Jenkinson, 1988; Amato y Ladd,
1992; Hassink, 1994). Estas diferencias resultan de la alta proteccién que ejercen
las superficies minerales a la MO contra la biodegradacion (Van Veen y Kuikman,
1990). Esta proteccion ocurre cuando la MO es adsorbida sobre la superficie de
las particulas de arcilla y limo, o cuando es "incrustada" o recubierta por los
minerales de arcilla (Tisdall y Oades, 1982; Golchin et al., 1994) o cuando se

localiza dentro de los micro-agregados, fuera del alcance de los microorganismos
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(Elliott y Coleman, 1988). Todos estos mecanismos afectan la tasa de
mineralizacion de N (Ladd et al., 1981, 1985; Amato y Ladd, 1992; Juma, 1993;
Ladd et al., 1993; Skjemstad et al., 1993).
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Conclusiones

e Independientemente del tipo de textura del suelo en bosques
semideciduos, sabanas (rala - densa) y morichales, la adicion de
niveles basales de crudo condujeron a una disminucién en la
mineralizacion neta de N en el suelo, pero no en el N potencialmente

mineralizable.

e AuUn cuando no fue observado un decrecimiento en la tasa de
mineralizacion en los suelos de textura media (sabana rala y bosque
semideciduo) y textura gruesa (sabana arbustiva densa), la adicion
de crudo condujo a un decrecimiento en el tiempo de mineralizacion
(1/k).

e El alto contenido de superficies adsorbentes en el suelo arcilloso-
morichal conduce a una mayor retencién del hidrocarburo, inhibiendo
con ello la actividad de los microorganismos y por consiguiente de la

tasa de mineralizacion (k).

e EI N potencialmente mineralizable como un porcentaje del NT mostré
un patrén diferente de acuerdo al tipo de textura de suelo; en el suelo
arcilloso-morichal este parametro incrementd, en el arenoso-sabana
densa decrecio y en los suelos de textura media-sabana rala y

bosque semideciduo permanecié igual.
e En el suelo arcilloso-morichal la retencion del hidrocarburo

incrementa el sustrato organico y por consiguiente el N

potencialmente mineralizable.
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En el suelo arenoso-sabana densa la falta de superficies que
retengan el componente organico conduce a un decrecimiento en el
sustrato a mineralizar y por consiguiente el N potencialmente

mineralizable disminuye.
En el area de estudio los morichales estan desarrollados sobre

suelos de textura arcillosa por lo que serian los ecosistemas mas

afectados ante una contingencia por derrame de crudo.
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Recomendaciones

e Realizar estudios con tratamientos crudo-suelo como los aqui
propuestos, que permitan identificar las implicaciones de niveles
basales de crudo en parametros bioldgicos (Nitrdgeno en biomasa
microbiana) y bioquimicos (enzimas como ureasa y proteasa)

involucrados en el ciclo del N en el suelo.

e Realizar estudios de adsorcién de amonio con tratamientos crudo-
suelo como los aqui propuestos, con el propdsito de evaluar el efecto

de este proceso en la mineralizacion de N.
e Realizar estudios mineraldgicos (DRX) con el fin de determinar el tipo

de arcillas presentes en el suelo y su posible relacién con la

mineralizacion de N.
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Apéndice A

Ecuaciones para calcular la mineralizacién de nitrégeno

1.- Concentracion de nitrogeno:
Abs =m*X +b
X = (Abs-b)/m
[N] = PMN/ PM NH,*
m = pendiente

b = punto de corte

2.- Nitrégeno acumulado
En la sumatoria del N neto de cada semana de incubacion y se representa
por la siguiente grafica:

\t (semanas)
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3.- Nitrégeno potencialmente mineralizable (No)

1/t (semanas)

No=1/b

4.- Constante de mineralizacién (k)

0 1 2 3 4 5

=3
~

t (semanas)

K=m*2,303

% MO =10(1 — (T/S)) x 1,34
%C = %MO/1,72
Donde
S: titulacion del blanco, mL solucion ferrosa
T: titulacion de la muestra, mL solucion ferrosa
1,72 = constante
El factor 1.34 es derivado de:
(1,0 N) x (12/4000) x (1,72/0,77) x (100/0,5) = 1,34
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Apéndice B

Correlacion Nitrogeno acumulado (Nm) y %C.

Nm Vs COS. Suelo: Franco arenoso ¢ control
n 3%
90 6%
——Lineal (control)
80 - ——Lineal (3%)
70 | Lineal (6%)
60 -
9
X 50 - y = 43,744x + 22,466
£ R? = 0,9457
E 40 - j
z L - y = 30,167x + 19,094
30 - , l R? = 0,8032
o 1
10 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
%C
¢ control
Nm Vs COS. Suelo: Areno francoso . 3%
(]
6%
80 ——Lineal (control)
70 1 ——Lineal (3%)
Lineal (6%)
60 -
S 50
x y = 51,386x - 6,4535
g 40 - [ R? = 0,9384
§ 30 - y = 20,61x + 8,3371
| R? = 0,7579
20 -
10 -
0 ‘
0 0,5 1 1,5 2
%C
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. ¢ control
Nm Vs COS. Suelo: Arcilloso . 3%
6%
350 ——Lineal (control)
——Lineal (3%)
300 1 Lineal (6%)
250 -
°
X 200 y = 83,785x + 49,748
g R?=0,7102
g 150
Z y = 122,86x - 12,309
2 -
100 . R? = 0,8834
50 -
0 ‘ ‘ ;
0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
%C
« control
Nm Vs COS. Suelo: Arenoso . 3%
100 6%
——Lineal (control)
90 - ——Lineal (3%)
80 | Lineal (6%)
70 1
2 607 y = 45,659x + 29,705
g 50 - T R?=0,7876
E 40 - y = 52,412x + 8,7863
=z 2
R? = 0,8379
30 -
20
10 -
0 ‘ ;
0,5 1 1,5 2
%C
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Valores de %C para las distintas muestras con los tratamientos con crudo.

Suelo Tratamiento %C

Franco arenoso

Control

0,81+/-0,23 2

3% 0,76+/-0,32 2"

BSd 6% 0.47+/-0.14 2"

Areno francoso  CONtrol 0,98+/-0,22 a 1
SR 3% 1,27+/-0,45 2

6% 0,86+/-0,20 @'

Arcilloso Control  2,09+/-0,42 22
Mo 3% 1,78+/-0,412

6% 1,82+/-0,712 2

Arenoso Control 0,70+/-0,20 :11

SD 3% 0,82+/-0,25
6% 1,05+/-0,75 2"

Valores representan la media £ DS. Dentro de una misma columna diferentes letras minusculas, ndmeros,
denota diferencia significativa en el %C en los suelos a los diferentes tratamientos. (ANOVA P<0,05).

BSd=bosque semideciduo, SR=sabana rala, Mo=morichal, SD=sabana densa.

Nitrégeno total (NT) para las distintas texturas - tratamiento con crudo variable.

Suelo Tratamiento NT
Franco Control 442 ,07+/-186,417"
arenoso 3% 148,21+/-26,50"
BSd 6% 254,76+/-42,00%"
Areno Control 398,33+/-87,66"
francoso 3% 245,40+/-23,93
SR 6% 286,44+/-81,64%"
Arcilloso Control 1511,99+/-21 9,5b82""2
Mo 3% 468,72+/-64,87
6% 546,49+/-126,73%
Control 152,00+/-47,12%"
Areg‘gso 3% 187 08+/-26,95""

6% 220,92+/-32,65%"

Valores representan la media + DS. Dentro de una misma columna diferentes letras minusculas denota

diferencia significativa en No y NT en suelos de igual textura con los diferentes tratamientos y diferentes
nimeros dentro de una misma columna denota diferencia significativa en No y NT en suelos de diferentes
texturas a igual tratamiento con crudo. (ANOVA P<0,05). BSd=bosque semideciduo, SR=sabana rala,

Mo=morichal, SD=sabana densa.
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